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Dit proefschrift bespreekt de opheldering van de driedimensionale (3D) structuur van 
tyrosinase van de paddenstoel Agaricus bisporus (champignon) met Röntgenkristallografie. 
Tyrosinase is een koperhoudend enzym dat de omzetting van monofenolen naar ortho-
difenolen en de latere omzetting tot ortho-chinonderivaten katalyseert. Het eindproduct is de 
voornaamste precursor in de biosynthese van melanine, een pigment dat op grote schaal wordt 
aangetroffen in de natuur en dat aanwezig is in verschillende organismen van allerlei phyla. 
Daarom wordt het enzym vaak geassocieerd met pigment en pigment-gerelateerde ziekten of 
aandoeningen bij mens en dier, zoals melanomen, albinisme en vitiligo. In groenten en fruit is 
tyrosinase verantwoordelijk voor het bruin worden van agrarische producten met als gevolg 
een waardevermindering. Een krachtige remmer van de activiteit van het enzym is dus zeer 
gewenst om deze bruinkleuring tegen te gaan. Tyrosinase remming is ook van belang voor de 
cosmetische en farmaceutische industrie, dat wil zeggen voor het bleken van de huid en voor 
de behandeling van post-inflammatoire hyperpigmentatie na brand- of schaafwonden. De 
studies naar deze toepassingen zijn meestal uitgevoerd met het commercieel verkrijgbare 
paddenstoelen tyrosinase, dat dus uitvoerig is bestudeerd. De interpretatie van de resultaten 
wordt echter vaak belemmerd door het gebrek aan kennis van de driedimensionale structuur 
van het enzym. Daarom is de opheldering van de structuur zeer wenselijk; diverse groepen in 
de wereld hebben al geprobeerd om deze driedimensionale structuur te bepalen. Bovendien 
zal de beschikbaarheid van een driedimensionale structuur het ook mogelijk maken remmers 
te fabriceren op een rationele, op de structuur gebaseerd ontwerp. 
Het ophelderen van de 3D-structuur van het enzym wordt gehinderd door problemen bij het 
verkrijgen van zuiver enzym als gevolg van verontreiniging met melanine en omdat 
champignonstyrosinase heterogeen lijkt te zijn. De bron voor deze heterogeniteit is denkbaar 
eiwitpolymerisatie door chinonen, de gebruikte zuiveringprocedures, posttranslationele 
modificaties, of de bronnen van het enzym. Later is ontdekt dat er minstens vier genen 
bestaan die coderen voor de expressie van paddenstoelen-tyrosinase, namelijk ppo1, ppo2, 
ppo3 en ppo4. Dit geeft aan dat de heterogeniteit van het enzym ook afkomstig kan zijn van 
de aanwezigheid van isovormen. Dit toont aan dat het verkrijgen van een zuivere tyrosinase 
voor structuurstudie zeer uitdagend is. 
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De moleculaire massa van paddenstoelen-tyrosinase (uit commerciële preparaten of direct 
geïsoleerd uit paddenstoelvruchtlichamen) na analyse met verschillende methoden is 
consequent gerapporteerd als ~120 kDa. Het begrip van de quaternaire structuur is 
geëvolueerd van een homo-tetrameer met ~30 kDa subeenheden tot een hetero-tetrameer 
bestaande uit twee ~45 kDa (zware, H) en twee ~14 kDa (lichte, L) subeenheden. Bovendien 
is uit een peptide-massa-spectrometrisch-vingerafdruk (PMF) experiment met commerciële 
paddenstoel-tyrosinase gebleken dat de zware subeenheid van het commerciële preparaat 
waarschijnlijk PPO2 is. De identiteit van de lichte subeenheid is echter onduidelijk. Het zou 
deel kunnen uitmaken van tyrosinase of een volledig ander -niet verwant- eiwit, waarbij het 
om een lectine zou gaan dat in paddenstoelen aanwezig is. Zo is de identiteit van het 
commerciële paddenstoel-tyrosinase, dat op grote schaal wordt gebruikt in onderzoek, niet 
eenduidig vastgesteld. 
Omdat een aantal ppo-genen nu beschikbaar is, kan elke paddenstoel-tyrosinase isovorm 
onafhankelijk van de andere worden geproduceerd, en zo kan het probleem met heterogeniteit 
worden overwonnen. Dit is bereikt door het klonen van het ppo2-gen in een bacterieel 
systeem voor de overexpressie van recombinant eiwit (hoofdstuk 2). Recombinant PPO2 met 
een histidine-tag wordt geproduceerd in Escherichia coli voor een gemakkelijke zuivering 
met behulp van een nikkel-affiniteitschromatografie kolom. Echter, het enzym bleek 
onoplosbaar te zijn en proteïneaggregaten te vormen, insluitingslichamen genoemd. De 
insluitingslichamen zijn opgelost door denaturatie van het eiwit; de PPO2 kan vervolgens 
hersteld worden met een hervouwprocedure terwijl het gebonden blijft aan de nikkel-
affiniteitskolom. De gevouwen PPO2 is een monomeer in oplossing met een moleculaire 
massa van 64 kDa, dat is de grootte van het ppo2 genproduct. Spectroscopische analyse toont 
aan dat het kopercentrum aanwezig is in het hervouwen enzym. Het gevouwen enzym heeft 
echter een zeer lage activiteit in vergelijking met zowel het commerciële preparaat als met het 
direct uit paddenstoel geïsoleerde enzym. Er zijn ook geen eiwitkristallen verkregen van het 
hervouwen PPO2. 
Via een alternatieve route is paddenstoel-tyrosinase met succes direct gezuiverd uit het 
commerciële preparaat. Met behulp van enzymmateriaal uit deze zuiveringsprocedure worden 
paddenstoel-tyrosinase-kristallen verkregen (hoofdstuk 3). Paddenstoel-tyrosinase kan alleen 
worden gekristalliseerd bij lage ionsterkte. Kristallen worden verkregen bij kamertemperatuur 
met 8% polyethyleenglycol in 10 mM natriumacetaat buffer, pH 4,6 als kristallisatiepunt 
agens. De eiwitkristallen groeien in concurrentie met samenklontering en neerslaan, en 
worden bruin: het oogsten van eiwitkristallen is daarom ook een uitdaging. Bij analyse van de 
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thermische stabiliteit ontdekken we dat de stabiliteit van het enzym wordt verhoogd in 
aanwezigheid van calciumionen. Daarom is 10 mM calciumchloride opgenomen in de 
zuiveringsbuffer; het calcium wordt verwijderd voorafgaand aan de kristallisatie. Interessant 
is dat de kwaliteit van de kristallen verbetert wanneer het enzym wordt gekristalliseerd in 
aanwezigheid van holmiumchloride. Hoewel holmium een calcium-analoog is, kunnen geen 
kristallen worden verkregen in aanwezigheid van calciumchloride. Daarom is 5 mM 
holmiumchloride toegevoegd aan de kristallisatieoplossing. De kristallen zijn vervolgens 
onderworpen aan Röntgendiffractie. Het enzym was uitgekristalliseerd in twee verschillende 
spacegroups, P21 (monoklien) en P21212 (ortho-rhombisch). In de eiwitkristallen bleken 
zowel de zware als de lichte subeenheden aanwezig te zijn, in beide kristalvormen. Wanneer 
een kristal dat is blootgesteld aan röntgenstraling wordt opgelost, wordt significante 
tyrosinase activiteit waargenomen. Dit geeft aan dat we actief enzym hebben 
uitgekristalliseerd. 
Het succes bij het verkrijgen van röntgendiffractiegegevens van de kristallen leidt ons naar de 
volgende stap in de structuurbepaling van het enzym (hoofdstuk 4). Een eerste structurele 
model is gegenereerd op grond van de PPO2-aminozuurvolgorde en de geconserveerde 
onderdelen van de structuren van PPO2-homologen, zoals de weekdier-hemocyanins van 
Octopus dofleini (reuzenoctopus) en Rapana thaliana (zeeslak), het catecholoxidase van 
Ipomoea batatas (zoete aardappel) en het tyrosinase van Streptomyces castaneoglobisporus 
(bacterieel tyrosinase). Dit eerste model bevat slechts een deel van de zware subeenheid van 
het enzym. Het bouwen van de tyrosinase-structuur is gedaan met zowel gecomputeriseerde 
modelbouw als met de hand. De dataset van het ortho-rhombische kristal is gebruikt, omdat 
de resolutie daarvan hoger is. Het model werd regelmatig overgezet naar de gegevens in de 
monoklien kristal set. Deze praktijk vermindert uiteindelijk de model bias als gevolg van de 
onafhankelijkheid van de twee datasets. Toch boekten we met de modelbouw en verfijning 
geen vooruitgang omdat de PPO2-aminozuursequentie op verschillende plaatsen niet paste op 
de elektronendichtheidskaart. Zodra een hogere resolutie dataset beschikbaar kwam, is het 
automatische model-programma voor het opbouwen ARP/Warp gebruikt om het structurele 
model uit te breiden. We vinden zo dat er wijzigingen moeten worden ingevoerd in de PPO2-
sequentie. Deze gewijzigde volgorde past perfect op het N-terminale gebied van de PPO3-
sequentie. De N-terminale aminozuursequentie van PPO2, geïdentificeerd door PMF analyse, 
is sterk vergelijkbaar met die van PPO3 (figuur 1), en omdat bij het begin van het modelleren 
van de PPO3-sequentie dit nog niet bekend was, werd het enzym ten onrechte aangemerkt als 
PPO2. Het structuurmodel voor de zware subeenheid is vervolgens afgemaakt met behulp van 
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de PPO3-sequentie. De aminozuurvolgorde, afgeleid van het structuurmodel van de lichte 
subeenheid, past niet op de aminozuurvolgorde van PPO1, PPO2, PPO3, PPO4, het eerder 
genoemde paddenstoellectine, of enig ander eiwit in de publieke databanken. Deze sequentie 
is vervolgens vergeleken met gegevens in de paddenstoel A. bisporus genoom-database die 
onlangs is gepubliceerd. Er is een duidelijke treffer gevonden en het model zou kunnen 
worden aangevuld met de aminozuursequentie van het eiwit ORF239342. De opheldering van 
de kristalstructuur van paddenstoeltyrosinase onthulde zo de ware identiteit van de H en L 
subeenheden, die tot dan toe onduidelijk was. 
 
ZIE ENGELSE VERSIE 
Figuur 1. Vergelijken van de N-terminale regio’s van de PPO1-PPO4 aminozuurvolgordes. De rechthoek 
benadrukt het PPO2 fragment dat met de vingerafdruk analyse is geïdentificeerd als bijna gelijk aan het 
fragment in PPO3 en heeft dezelfde massa. De nummering is afkomstig van de PPO3 volgorde. 
 
 
De overall structuur van PPO3 is vergelijkbaar met die in het tyrosinase domein van 
weekdier-hemocyanine, planten-catecholoxidase en bacteriële tyrosinases. Het tyrosinase 
domein wordt gemarkeerd door een interactie tussen een streng geconserveerd arginine-residu 
in de N-terminale regio en een tyrosine of fenylalanine residu, een deel van de 
geconserveerde Tyr/Phe-X-Tyr/Phe sequentiemotief, in het C-terminale domein. De PPO3-
structuur is echter 100-120 aminozuurresiduen groter dan het tyrosinasedomein van de 
homologen. Deze extra residuen bevinden zich veelal in de lussen die de secundaire 
structuren verbinden. Een tweekernig kopercentrum ligt in het hart van een bundel van vier 
helices die de kern van het enzym vormen. Dit kopercentrum is het katalytische centrum van 
het enzym, het ligt in een ruime holte aan de oppervlakte van het eiwit, waardoor het 
gemakkelijk toegankelijk is vanuit de omgeving. Het tyrosinasedomein van PPO3 wordt 
gevolgd door een 27 residuen lange extensie, die twee α-helices bevat, die dicht bij de 
kernregio worden gehouden door waterstofbruggen. Deze extensie eindigt met een tyrosine-
glycine sequentiemotief, dat sterk geconserveerd is in schimmeltyrosinases. Interessant is dat 
in andere schimmeltyrosinases, het verwijderen van het C-terminale deel -via proteolytische 
splitsing bij de rijping van het enzym- gebeurt aan een aminozuurresidu onmiddellijk na dit 
sequentiemotief. De PPO3-structuur biedt helaas geen verdere informatie over de aminozuren 
na dit sequentiemotief. Of en waar de splitsing bij de rijping heeft plaatsgevonden na dit 
sequentiemotief kan pas worden verklaard zodra de structuur van het volledig PPO3 of haar 
isovormen is opgehelderd. 
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Een belangrijke vraag over de structuur van de tyrosinase is de functie van een thio-
etherbinding tussen Cys83 en His85 (PPO3 nummering) in het actieve centrum. His85 is een 
van de liganden die het eerste koperion (Cu-A) coördineert. Deze binding is geconserveerd in 
hemocyanine en catecholoxidase (figuur 2) met respectievelijk het Cys-X-His en het Cys-
(X)17-His sequentiemotief. Hemocyanine is een zuurstoftransport-eiwit in weekdieren en 
geleedpotigen, terwijl catecholoxidase in planten de omzetting katalyseert van ortho-
difenolen tot ortho-chinonen. De thio-etherbinding is echter afwezig in de bacteriële 
tyrosinases van S. castaneoglobisporus en Bacillus megaterium waarvan de structuur bekend 
is. Uit recent gerapporteerde structuren van deze bacteriële tyrosinases blijkt dat His85 
flexibel is. Daarom is in het huidige reactiemechanisme op basis van deze structuren,  een 
verplaatsing van His85 voorgesteld in de ortho-hydroxylatie stap. De PPO3-structuur laat 
echter zien dat His85 verplaatsing onwaarschijnlijk is, omdat de thio-etherbinding de 
rotatievrijheid van His85 ernstig beperkt. 
 
ZIE ENGELSE VERSIE 
Figuur 2. De thio-etherbinding in (a) Octopus hemocyanine en (b) planten-catecholoxidase. De liganden 
zijn gekleurd naar atoomsoort (groen, blauw, rood, geel respectievelijk voor koolstof, stikstof, zuurstof en 
zwavel). De blauwe ballonnen zijn de Cu-A en Cu-B koperionen. De liganden zijn genummerd op grond 
van de aminozuurvolgorde. De cyaanblauwe en paarse lussen geven de polypeptide ketens aan waar de 
histidine en cysteïne residuen de thio-etherbinding maken. N.B. in catecholoxidase zijn de histidine en 
cysteïne residuen in de thio-etherbinding afkomstig uit een ander lus. 
 
 
Meer inzicht in het reactiemechanisme kan worden verkregen door het bestuderen van de 
structuur van tyrosinase in de aanwezigheid van substraat of inhibitoren. Helaas zijn de 
complexstructuren van PPO3 evenals die van PPO3-tropolon in de deoxy-staat, waarbij het 
enzym niet actief is. Bovendien is het tropolon-remmermolecuul niet specifiek gebonden aan 
het actieve centrum. Toch neemt tropolon een vergelijkbare positie in als de fenylthioureum 
(PTU) remmer in catecholoxidase en de tyrosinezijketen van het eiwit in de S. 
castaneoglobisporus tyrosinase structuur. De informatie over de reactiestappen kan worden 
verkregen door de opheldering van de structuur van de oxy-stand van PPO3, bij voorkeur in 
aanwezigheid van een substraat of substraatanaloog. 
De lichte subeenheid is geïdentificeerd als ORF 239342, dat is een eiwit uit paddenstoelen 
met onbekende functie. De architectuur lijkt op die van eiwitten met agglutinerende 
functionaliteit, maar de koolhydratenbinding is niet geconserveerd. Daarom blijft de functie 
van deze subeenheid onduidelijk evenals de inbouw in het H2L2 tyrosinase tetrameer, omdat 
het altijd gevonden wordt samen met de H-subeenheid (tyrosinase). Om antwoorden te vinden 
  94 
op deze vragen, kan nu nieuw onderzoek worden ondernomen naar de lokalisatie van dit eiwit 
in paddenstoelen en de regulering/expressie in de cel, en om de biochemische eigenschappen 
verder te karakteriseren. 
